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1. Toksyny bakteryjne
Toksyny bakteryjne to metabolity o charakterze bia-
łek lub lipopolisacharydów, których rolą jest niszczenie 
lub modyfikowanie aktywności, morfologii i metabo-
lizmu komórki gospodarza w taki sposób, by bakterie 
mogły swobodnie się namnażać i rozprzestrzeniać [1, 
38]. Dzielimy je na endotoksyny i egzotoksyny. Pierw-
sze z nich występują w błonie zewnętrznej bakterii 
Gram-ujemnych, do których zaliczamy kompleksy 
lipopolisacharydowe (LPS) uwalniane podczas śmierci 
(lizy) komórki bakteryjnej. Egzotoksyny to rozpusz-
czalne białka wydzielane przez bakterie Gram-dodat-
nie za pomocą tzw. systemów sekrecji. Niestety do tej 
pory nie stworzono jednolitej klasyfikacji egzotoksyn, 
a najpopularniejsze nazewnictwo opiera się m.in. o typ 
komórek, na które działa toksyna (Tab. I) [13, 49].
Ze względu na mechanizm działania wyróżnia się 
trzy główne grupy egzotoksyn: toksyny I typu (super-
antygeny), toksyny II typu (toksyny błonowe tworzące 
pory PFT (pore forming toxins) oraz toksyny typu III 
(toksyny AB). Te pierwsze wiążą się do określonych 
receptorów na powierzchni komórki i wpływają na 
szlaki wewnątrzkomórkowe. Do superantygenów mię-
dzy innymi należą egzotoksyny pirogenne Streptococ­
cus pyogenes (S. pyogenes), które stymulują makrofagi 
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zarówno w zależności od szczepu jak i gatunku drobnoustroju.
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i limfocyty T do wydzielania cytokin. Główną funkcją 
toksyn błonowych PFT jest perforacja błony komórek 
docelowych oraz uszkodzenie wewnątrzkomórkowych 
błon organelli, liza komórki. Toksyny te, produko-
wane są przez takie patogeny jak: Listeria monocyto­
genes (L. monocytogenes), Escherichia coli (E. coli) oraz 
S. pyogenes. Toksyny III  typu zawierają składnik  A 
odpowiedzialny za aktywność cytotoksyczną oraz 
podjednostkę  B odpowiedzialną za wiązanie toksyny 
z receptorem docelowym. Zarówno toksyna botulinowa 
wytwarzana przez Clostridium botulinum (C. botuli­
num), jak i toksyna tężcowa produkowana przez Clo­
stridium tetani (C. tetani) należą do toksyn AB [38, 49].
Do rodziny białek tworzących pory należą toksyny 
zależne od cholesterolu CDC (cholesterol dependent 
cytotoxin), wytwarzane m.in. przez Clostridium per­
fringens (C. perfringens), L. monocytogenes czy Bacillus 
anthracis (B. anthracis) [37]. Wykazano, że aktywność 
cytotoksyn CDC jest zależna od zawartości choleste-
rolu w błonie komórkowej i zachodzi gdy udział tego 
sterolu stanowi co najmniej 30% lipidów błonowych 
[42]. Kolejny rodzaj egzotoksyn uszkadzających błonę 
komórkową to toksyny należące do grupy RTX (repeats 
in toxin). Nazwa ta nawiązuje do charakterystycznej 
cechy tych białek, jaką są powtórzenia sekwencji amino-
kwasów. Jednym z przedstawicieli tej grupy jest hemo-
lizyna wytwarzana przez E. coli [13]. Natomiast, fosfo-
lipazy – enzymy wytwarzane zarówno przez bakterie 
Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne są wydzielane do 
środowiska zewnętrznego lub wiążą się z błoną bakterii. 
Charakteryzują się dużą swoistością wobec hydrolizo-
wanego wiązania lub rozpoznawanego substratu, a przy-
kładem tego typu toksyny jest fosfolipaza C wytwarzana 
przez C. perfringens rozkładająca fosfatydylocholinę [3].
1.1. Hemolizyny
Hemolizyny zaliczane są do egzotoksyn tworzą-
cych pory w błonie komórkowej. Większość hemoli-
zyn jest aktywowana przez grupy tiolowe, a najbardziej 
charakterystyczna właściwość tej grupy enzymów to 
aktywność zależna od kontaktu ze związkiem reduku-
jącym posiadającym grupę – SH, takim jak cysteina czy 
β-merkaptoetanol. Z drugiej strony badania wykazały, 
że obecność cysteiny nie jest niezbędna dla aktyw ności 
wszystkich cytolizyn [45]. Pyolizyna wytwarzana przez 
Arcanobacterium pyogenes (A. pyogenes) zawiera ala-
ninę zamiast cysteiny, a czynniki redukujące (cysteina 
i  β-merkaptoetanol) nie wpływają na jej aktywność. 
Mimo wymiany alaniny na cysteinę aktywność wyżej 
wymienionej toksyny pozostawała niezależna od obec-
ności grup – SH. Wynika z tego, że na aktywność cyto-
lizyn w większym stopniu wpływa konformacja całej 
domeny, niż obecność konkretnego aminokwasu [46]. 
Mimo, że hemolizyny różnią się od siebie właściwoś-
ciami biochemicznymi, to wszystkie działają w ten 
sam sposób, a cytoliza zawsze jest procesem dwueta-
powym. W pierwszym etapie dochodzi do przyłączenia 
monomerów białek do błony komórkowej. Drugi etap, 
zależny od czynników fizyczno-chemicznych, to perfo-
racja błony cytoplazmatycznej. Połączenie monomerów 
toksyny do błony lipidowej zachodzi już w ciągu kilku-
nastu sekund, a działanie hemolizyn można zaobserwo-
wać dopiero po kilkunastu minutach [33].
2. Wybrane patogeny człowieka wytwarzające
 hemolizyny znajdujące zastosowanie
 w diagnostyce mikrobiologicznej
Swoistość receptorowa cytotoksyn bakteryjnych 
znajduje zastosowanie w diagnostyce mikrobiologicz-
nej. Cytotoksyny drobnoustrojów są wykorzystywane 
do identyfikacji patogenów takich jak: L. monocyto­
genes, C. perfringens, Streptococcus agalactiae (S. aga­
lactiae), Bartonella henselae (B. henselae), Rhodococcus 
equi (R. equi) oraz Arcanobacterium haemolyticum 
(A. haemo lyticum) [7, 14, 17, 22, 25].
2.1. Listeria monocytogenes
Gram-dodatnia pałeczka – L. monocytogenes, wy- 
 wołuje zakażenia oportunistyczne u ludzi i zwierząt. 
Ten wewnątrzkomórkowy patogen przedostaje się do 
Neurotoksyna układ nerwowy toksyna botulinowa, toksyna tężcowa
Enterotoksyna nabłonek jelitowy toksyna choleryczna, toksyna ciepłostabilna
Leukotoksyna komórki fagocytujące hemolizyny gronkowcowe
Hepatotoksyna hepatocyty toksyny sinicowe
Hemolizyna erytrocyty hemolizyna α
Cytotoksyna różne rodzaje komórek toksyna A Pseudomonas aeruginosa
Tabela I
Klasyfikacja egzotoskyn w oparciu o typ komórek, na które działają
Na podstawie Futoma-Kołoch i Tobiasz [13].
Rodzaj toksyny Miejsce działania Przykład toksyn
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organizmu w wyniku spożycia skażonej żywności, 
przekracza barierę jelitową i wraz z krwią trafia do 
wątroby lub śledziony [35]. Pałeczka L. monocytoge­
nes przenika przez barierę płód–łożysko lub barierę 
krew–mózg, powodując odpowiednio, poronienia lub 
zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych. Ta Gram-
-dodatnia pałeczka wnika do komórek gospodarza 
w  sposób bierny (fagocytoza) lub aktywny wyko-
rzystując internalinę (Inl) A i B. Białka te wiążą się 
z kadheryną (glikoproteiną) lub czynnikiem wzrostu 
hepatocytów c-Met, w wyniku czego patogen prze-
dostaje się odpowiednio do komórek nabłonka lub 
wnętrza hepatocytów. Ponadto wykazano, że bakteria 
przedostaje się do komórek M kępek Peyera. Dzięki 
czynnikom wirulencji takim jak listeriolizyna O, fos-
fatydylo-inozytolowa-lipaza C i fosfolipaza C, bakterie 
nie ulegają strawieniu i są uwalniane z fagosomu do 
cytozolu [26, 42, 50]. Toksyna L. monocytogenes nale-
żąca do cytolizyn CDC jest aktywowana przez czynniki 
redukujące i hamowana przez substancje utleniające. 
Geny odpowiadające za lizę błon komórkowych, ruch 
kierunkowy oraz namnażanie wewnątrzkomórkowe 
zlokalizowane są w 1 klasterze genów zwanym wyspą 
patogen ności 1 LIPI 1 (Listeria Pathogenicity Island 1), 
która jest kontrolowana przez gen prfA (positive regu-
latory factor). W tej grupie możemy wyróżnić geny hly 
kodujące listeriolizynę oraz plcA i plcB, które kodują 
fosfolipazy [10, 15]. 
2.2. Clostridium perfringens
C. perfringens to Gram-dodatnia beztlenowa, prze-
trwalnikująca pałeczka, wytwarzająca ponad 12 toksyn, 
determinujących jej chorobotwórczość. Patogen ten jest 
czynnikiem etiologicznym zgorzeli gazowej (łac. gan­
graena gaseosa) oraz zatruć i zakażeń pokarmowych 
[24]. W grupie laseczek zgorzeli gazowej wyróżnia się 
5 toksynotypów C. perfringens (A, B, C, D i E) wytwa-
rzających m.in. toksyny: α, β, ε oraz ι [12]. Toksyna α 
produkowana jest głównie przez C. perfringens typu A, 
a  koduje ją gen chromosomowy plc. Toksyna ta ma 
aktywność fosfolipazy C, sfingomielinazy co umożli-
wia lizę błony komórkowej. Powoduje wzrost przepusz-
czalności naczyń krwionośnych, cytolizę komórek oraz 
destrukcję tkanek, a u zwierząt wywołuje toksyczne 
uszkodzenie mięśnia sercowego i wątroby [17, 32, 39]. 
Toksyna β wytwarzana przez C. perfringens typu B i C 
powoduje zniszczenie ochronnej warstwy śluzu w jeli-
tach, co w konsekwencji przyczynia się do rozwoju 
martwiczego zapalenia jelit [32]. Toksyna ε jest wytwa-
rzana w postaci białka prekursorowego, które pod wpły- 
wem trypsyny ulega aktywacji prowadząc do zwiększe-
nia przepuszczalności naczyń krwionośnych w ścia- 
nach przewodu pokarmowego. Wpływ toksyny epsilon 
na organizm ludzki nie został do końca poznany [4]. 
Toksyna jota wydzielana przez C. perfringens typu  E, 
jest zbudowana ze składnika wiążącego i enzymatycz-
nego, a  jej rolą jest zwiększenie przepuszczalności 
naczyń krwionośnych [48].
2.3. Streptococcus agalactiae
Gram-dodatni drobnoustrój – S. agalactiae to pa- 
ciorkowiec bezmleczności, względnie beztlenowy ziar-
niak, należący do grupy B (group B Streptococcus). Jest 
czynnikiem etiologicznym zapalenia opon mózgo-
wych, sepsy oraz zapalenia płuc u noworodków [21]. 
U 5–10% kobiet stanowi składnik mikrobioty pochwy. 
Kobiety będące w  ciąży, których narządy moczowo-
-płciowe zostały skolonizowane przez S. agalactiae są 
narażone na wstępujące infekcje lub przeniesienie tych 
bakterii w czasie porodu z dróg rodnych na noworodka, 
co może prowadzić do zakażeń okołoporodowych 
[52]. Paciorkowce bezmleczności wytwarzają dwa typy 
toksyn, które powodują niszczenie błon komórkowych: 
czynnik CAMP (Christie-Atkins-Munch-Peterson) oraz 
β-hemolizynę. Pierwsza z nich jest białkiem wydziel-
niczym kodowanym przez gen cfb. Z kolei druga jest 
powierzchniową toksyną, która odpowiada za powsta-
wanie całkowitej hemolizy (β-hemolizy), i jest kodowana 
przez operon cyl. Cytolizyny S. agalactiae wzbudzają 
reakcję zapalną, apoptozę hepatocytów i neuronów oraz 
sprzyjają kolonizacji wewnątrzmacicznej [6].
2.4. Bartonella henselae
Gram-ujemna pałeczka B. henselae to drobno-
ustrój zdolny do wewnątrzkomórkowego przeżywania 
w  erytrocytach [31]. Rezerwuarem tego patogenu są 
kocie pchły oraz kleszcze. Ta Gram-ujemna pałeczka 
stanowi czynnik etiologiczny choroby kociego pazura, 
zapalenia wsierdzia oraz zapalenia siatkówki i nerwu 
wzrokowego [28]. Kohemolizyna Cfa (kodowana przez 
gen cfa) to czynnik wirulencji B. henselae, który powo-
duje lizę krwinek czerwonych. Białko to jest homolo-
giem rodziny autotransporterów, które pośredniczy 
w wydzielaniu toksyn przez błonę zewnętrzną [27].
2.5. Rhodococcus equi
Gram-dodatnia, nieruchliwa, tlenowa, nieregularna 
pałeczka R. equi, to wewnątrzkomórkowy patogen, 
który może ulegać transformacji do formy ziarnia-
kowatej [43]. Drobnoustrój bytuje w glebie skażonej 
odchodami zwierząt roślinożernych, dlatego na zaka-
żenie R. equi przede wszystkim narażone są osoby, które 
miały kontakt ze skażoną glebą. Jednak coraz częściej 
obserwowane są przypadki wystąpienia zakażenia 
R. equi u osób o obniżonej odporności, u których pato-
gen wywołuje inwazyjne zapalenia płuc [40]. R. equi 
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wytwarza fosfolipazę  C, fosfohydrolazę cholinową 
i oksydazę cholesterolową. Ta Gram-dodatnia pałeczka 
wydziela czynnik equi, związany z aktywnością oksy-
dazy cholesterolowej i fosfolipazy C, które odpowiednio 
kodowane są przez geny: choE i plc. Doprowadza do 
hemolizy czerwonych krwinek w wyniku współdziała-
nia z β-hemolizyną S. aureus [51]. 
2.6. Arcanobacterium haemolyticum
Ta Gram-dodatnia, tlenowa, nieruchliwa pałeczka 
jest czynnikiem etiologicznym zapalenia gardła, posocz-
nicy oraz zakażenia ran. Wytwarza fosfolipazę D (kodo- 
waną przez gen pld), która hydrolizuje lipidy uszkadza-
jące błonę komórkową ssaków oraz zwiększa efektywność 
adhezję bakteryjną [29]. Do identyfikacji tego patogenu 
wykorzystuje się test hamowania CAMP, w którym 
dochodzi do blokowania hemolizy S. aureus [22].
3. Charakterystyka testu CAMP
Test CAMP po raz pierwszy został opisany 
w 1944 roku przez R. Christie, N.E. Atkins’a i E. Munch-
-Petersen’a, jako hemoliza synergistyczna [9]. Nazwa 
CAMP pochodzi od pierwszych liter nazwisk jej 
odkrywców. Zasada działania testu polega na nasila-
niu hemolizy wywoływanej przez słabo hemolizujący 
patogen przy obecności hemolizyn wytwarzanych przez 
inne drobno ustroje m.in. S. aureus lub R. equi. Test 
pozwala na wykrycie zewnątrzkomórkowego białka 
(czynnik CAMP) wytwarzanego między innymi przez 
paciorkowce grupy B [41]. Test CAMP jest relatywnie 
szybkim oraz prostym testem wykorzystywanym do 
wstępnej identyfikacji wybranych czynników zakaź-
nych takich jak: S. agalactiae, L. monocytogenes, B. hen­
selae oraz C. per fringens [20, 27, 28, 30]. Nie stanowi 
podstawy diagnostyki mikrobiologicznej, jednak jest 
ważnym jej elementem uzupełniającym wyniki tes- 
tów biochemicznych, metabolicznych oraz morfologii 
makro i mikroskopowej.
Litwin i Johnson (2005) jako pierwsi zaobserwowali 
i opisali synergistyczną lizę krwinek czerwonych wywo-
łaną cytotoksynami B. henselae, w środowisku wzrostu 
S. aureus. W celu ujawnienia powyżej reakcji test CAMP 
przeprowadzany jest dwuetapowo na podłożu z 5% do- 
datkiem krwi owczej. W pierwszym etapie szczep 
B. henselae wysiewa się liniowo na podłożu z dodatkiem 
5%  krwi owczej i inkubuje w temperaturze 35°C, 
w atmo sferze wzbogaconej 5% dodatkiem CO2. Po tym 
czasie, prostopadle do linii posiewu B. henselae wysiewa 
się szczep S. aureus i inkubuje przez 18–24  godzin 
w  temperaturze 37°C. Szczep B. henselae wykazuje 
wyraźną strefę zwiększonej hemolizy w pobliżu posiewu 
S. aureus, co uznaje się za pozytywny wynik testu [27].
Silva i wsp. (2012) zwrócili uwagę na możliwość 
wykorzystania testu CAMP do wstępnej identyfikacji 
bakterii, które wcześniej sklasyfikowano na podstawie 
cech morfologicznych i biochemicznych jako R. equi. 
W wyniku odziaływania między czynnikiem equi (fos-
folipaza C, oksydaza cholesterolowa oraz fosfohydro-
laza cholinowa) wydzielanym przez R. equi a sfingomi-
leinazą produkowaną przez: S. aureus, Listeria ivanovii 
(L. ivanovii), Bacillus cereus (B. cereus) dochodzi do 
powstania strefy synergistycznej hemolizy w postaci 
grotu strzałki, który świadczy o pozytywnym wyniku 
testu CAMP [43]. 
Czynnik CAMP
Podstawowymi białkami biorącymi udział w reakcji 
CAMP są sfingomielinaza wydzielana przez S. aureus, 
czynnik CAMP produkowany przez S. agalactiae 
oraz fosfolipaza  C wytwarzana przez C. perfringens 
i  L. mono cytogenes [47]. Czynnik CAMP należy do 
toksyn tworzących pory PFT. Białko to posiada dwa 
mechanizmy działania. Pierwszy z nich polega na enzy-
matycznej hydrolizie fosfolipidów, która ostatecznie 
prowadzi do lizy komórki eukariotycznej. Drugi mecha-
nizm działa w oparciu o koloidowo-osmotyczne białka 
porotwórcze tworzące kanały w błonach erytrocytów, 
przez które z łatwością przedostają się małe cząsteczki 
takie jak metabolity i jony. Przestrzenie te są zbyt małe 
dla hemoglobiny, która nie jest w stanie się wydostać. 
W komórce dochodzi do zwiększenia ciśnienia osmo-
tycznego oraz napływu wody, co w konsekwencji pro-
wadzi do rozerwania komórki [25].
Wykazano, że czynnik CAMP w stężeniu 12 μg/ml 
doprowadza do lizy owczych erytrocytów, jednak pro-
ces ten nie jest, aż tak efektywny jak po wcześniejszym 
potraktowaniu erytrocytów sfingomielinazą. Komórki 
traktowane sfingomielinazą są 10 000 razy bardziej 
wrażliwe na czynnik CAMP niż komórki nietrakto-
wane tym enzymem. Sfingomielinaza S. aureus hydro-
lizuje sfingomielinę (składnik błony erytrocytów) do 
ceramidu, przez co niektóre krwinki czerwone stają się 
wrażliwe na hemolityczne działanie czynnika CAMP. 
Nie w każdym przypadku traktowanie krwinek czer-
wonych sfingomielinazą przynosi pożądane efekty. 
Na przykład erytrocyty ludzkie i królicze, zawierające 
odpowiednio 26% mol i 19% mol sfingomieliny trakto-
wane tym enzymem nie są wrażliwe na czynnik CAMP, 
natomiast krwinki czerwone owiec, zawierające aż 51% 
sfingomieliny są podatne na działanie sfingomielinazy. 
Alternatywą dla sfingomielinazy jest fosfolipaza C. Po 
jej zastosowaniu, w wyniku przekształcenia glicerofos-
folipidów w diacylogicerol, królicze erytrocyty stają się 
podatne na czynnik CAMP. To sugeruje, że do aktyw-
ności czynnika CAMP nie są wyłącznie potrzebne 
ceramidy, ale także inne komponenty błony komór-
kowej. Wykazano, że stężenie cholesterolu w błonie 
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komórkowej ma wpływ na aktywność czynnika CAMP. 
Zaobserwowano, że liposomy, które zawierały 45% mol 
kalceiny wykazywały trzykrotnie większą wrażli- 
wość na aktywność czynnika CAMP, niż te zawierające 
25% mol tego białka [25]. 
Wykonanie testu
Wzbogacone krwią podłoże agarowe stanowi jedną 
z najpowszechniej używanych pożywek namnażających 
do hodowli bakterii chorobotwórczych. Określe nie mor-
fologii wzrostu kolonii oraz typu hemolizy pozwalają 
na wstępną identyfikację patogennych drobnoustrojów 
lub ukierunkowanie diagnostyki na określone grupy 
drobnoustrojów [11]. Procedura testu CAMP polega 
na posiewie, w linii prostej na podłożu agarowym 
z  5%  dodatkiem odwłóknionej krwi owczej, szczepu 
wzorcowego S. aureus oraz prostopadłym dosianiu 
do niego badanych paciorkowców (Ryc. 1). Następ-
nie płytkę inkubuje się w warunkach tlenowych przez 
18–24  godzin w temperaturze 37°C, a  za pozytywny 
wynik uznaje się charakterystyczną strzałkę powsta-
jącą na styku posiewów S. agalactiae i S. aureus (reakcja 
synergistycznej hemolizy) [17, 18, 20, 25].
Czułość testu
Test CAMP jest jedną z podstawowych metod sto-
sowanych do wstępnej identyfikacji S. agalactiae, którą 
przez długi czas uważano za niezawodną i wystarcza-
jąco czułą. Już na początku XXI wieku zaczęły pojawiać 
się doniesienia na temat CAMP-ujemnych paciorkow-
ców grupy B, ale wtedy nie wzbudziły większego zainte-
resowania wśród badaczy i diagnostów [17, 18, 20]. Guo 
i współpracownicy (2019) zbadali czułość tej metody. 
Wykazali, że dla 4 z 5 badanych szczepów S. agalactiae 
uzyskiwano negatywny wynik testu CAMP. Dziś wiemy, 
że na wyniki tego testu wpływa nie tylko zmienność 
fenotypowa szczepów S. agalactiae, ale również wiele 
czynników takich jak: czas i temperatura inkubacji, 
odległość posiewów oraz krwinki zastosowane do 
przygotowania pożywki. Ścisła kontrola tych warunków 
pozwala na minimalizacje wpływu większości czynni-
ków. Pomimo znormalizowania tych warunków Guo 
i wsp. (2019) nadal izolowali paciorkowce bezmlecz-
ności nie dające dodatniej reakcji CAMP. Na tej podsta-
wie stwierdzono, że pozytywny wynik testu CAMP nie 
powinien być podstawą diagnostyki S. agalactiae. Co 
ciekawe w badaniu PCR wykazano, że CAMP-ujemne 
szczepy S. agalactiae nie posiadały genu cfb. Wyniki 
te sugerują, że zarówno test CAMP, jak i wykrywanie 
genu cfb S. agalactiae powinno być uzupełniane innymi 
testami, m.in. biochemicznymi [18].
Czynniki wpływające na wyniki testu
W teście CAMP do przygotowania pożywki agaro-
wej z 5% dodatkiem odwłóknionej krwi wykorzystuje 
się różne rodzaje erytrocytów, zarówno pochodzenia 
zwierzęcego jak i ludzkiego [5, 8, 21,53]. Najczęściej 
stosuje się owcze krwinki czerwone, które w błonach 
komórkowych zawierają nawet do 51% sfingomieliny, 
od której zależy intensywność reakcji CAMP [54]. 
W  związku z ograniczoną dostępnością krwi owczej 
bądź bydlęcej rozpoczęto badania mające na celu zastą-
pienie tego rodzaju erytrocytów. Anand i wsp. (2000) 
zbadali wpływ rodzaju krwinek obecnych w podłożu na 
przebieg reakcji CAMP. Do przeprowadzenia doświad-
czenia użyli dwóch gatunków bakterii: C. perfringens 
(odwrócony test CAMP) i S. agalactiae (test CAMP). 
W  obu przypadkach najintensywniejsze wzmożenie 
hemolizy obserwowano na pożywce zawierającej owcze 
erytrocyty, a brak reakcji synergistycznej odnotowano 
na podłożu przygotowanym na bazie świńskich i kozich 
erytrocytów odpowiednio dla S. agalactiae i   C. per­
fringens. Słaba synergistyczna hemoliza S. agalactiae 
wystąpiła na podłożu z dodatkiem kozich erytrocy-
tów oraz dla C. perfringens erytrocytów świni (Tab. II) 
[5]. Powyższe wyniki mogą sugerować, że dodatek 
krwi owczej w porównaniu do świńskiej i koziej jest 
GB (goat blood) – krew kozia, PB (pig blood) – krew świńska,
SB (sheep blood) – krew owcza. Na podstawie Anand i wsp. [5].
Test CAMP ++ + –
Odwrócony test CAMP ++ – +
Tabela II
Wpływ rodzaju erytrocytów na wyniki uzyskiwane




Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie testu CAMP
Przedstawiono wynik dodatni (S. agalactiae) i wyniki ujemne (S. pyogenes 
oraz S. pneumoniae).
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najodpowiedniejszy do przeprowadzenia testu CAMP, 
co pozostaje zgodne rekomendacjami dotyczącymi 
wykonania tego testu. Podobnie w odwróconym teście 
CAMP, obserwowano brak hemolizy synergistycznej 
na podłożu z krwinkami kozimi oraz słabą reakcję 
synergistycznej hemolizy S. agalactiae i C. perfringens 
na podłożu z  krwinkami świni. Natomiast reakcja 
ta występowała na podłożu z krwinkami owczymi 
(Tab. II). Również Hansen i Sørensen (2003) zaobser-
wowali, że na podłożach agarowych z krwią owczą lub 
bydlęcą można odnotować hemolizę S. agalactiae, a na 
agarze z erytrocytami końskimi, ludzkimi, świnek kawii 
domowych oraz królików już nie [20], co świadczy 
o tym, że określone gatunki bakterii wywołują reakcję 
synergistycznej hemolizy na różnych rodzajach podłóż.
Wydaje się, że poza pochodzeniem, znaczenie ma 
również ilość krwinek dodana do podłoża stałego. 
Większość autorów zaleca zastosowanie podłóż agaro-
wych z 5% dodatkiem odwłóknionej krwi [5, 8, 20]. Jed-
nak wstępne wyniki uzyskane podczas realizacji pracy 
licencjackiej w Katedrze Immunologii i Bio logii Infek-
cyjnej na Uniwersytecie Łódzkim sugerują, że użycie 
10% dodatku krwi zwiększa szanse na zaobserwowanie 
hemolizy synergistycznej. W badaniach wykorzystano 
szczepy testowe S. aureus i badane szczepy S. agalactiae 
pochodzące z kolekcji Katedry Immunologii i Biolo-
gii Infekcyjnej Uniwersytetu Łódzkiego oraz podłoża 
agarowe z 10% dodatkiem odwłóknionej krwi ludz-
kiej, owczej lub końskiej. Wykazano, że najodpowied-
niejszym podłożem do identyfikacji czynnika CAMP 
S. agalactiae jest pożywka agarowa z  10% dodatkiem 
odwłóknionej krwi ludzkiej (Ryc. 2). Na pozostałych 
podłożach z 10% dodatkiem odwłóknionej krwi owczej 
lub końskiej nie obserwowano wzmożonej hemolizy 
[16]. Warto zauważyć, że te wyniki odbiegają od infor-
macji dostępnych w literaturze, w której to zaleca się 
zastąpienie ludzkich krwinek czerwonych owczymi 
w celu identyfikacji S. agalactiae [20]. Ponadto zaobser-
wowano, że zachowanie odpowiedniej odleg łości mię-
dzy posiewami wpływa na intensywność reakcji i tak 
przy 1–2 mm odstępie obserwuje się naj inten sywniejszą 
reakcję, a przy 4 mm najsłabszą (Ryc. 2).
Wykazano również że, 3 z 5 szczepów klinicznych 
S. agalactiae izolowanych, z wymazów z pochwy od 
zdrowych kobiet prowadziły do powstania synergi-
stycznej reakcji hemolizy na podłożu agarowym z 10% 
dodatkiem krwi ludzkiej (Ryc. 3). Uzyskane wyniki 
potwierdzają, że nie każdy izolat S. agalactiae wytwarza 
czynnik CAMP. Ponadto zaobserwowano, że optymalna 
odległość pomiędzy posiewami S. agalactiae i S. aureus 
wynosiła 1–4 mm, a powyżej tej wartości hemoliza 
synergistyczna nie występowała [16].
Ryc. 3. Wyniki testu CAMP stosowanego do identyfikacji S. agalactiae
Test na podłożu z 10% dodatkiem odwłóknionej krwi ludzkiej  z zastosowaniem szczepu testowego S. aureus (A) oraz 5 szczepów klinicznych S. agalactiae 
(a, b, c, d, e), które posiewano w różnych odległościach: (a’, b’, c’, d’, e’ = 1 mm, a’’, b’’, c’’, d’’, e’’ = 2 mm, a’’’, b’’’, c’’’, d’’’, e’’’ = 4–5 mm). Inkubację prowadzono 
przez 18 godzin w temperaturze 37°C w warunkach tlenowych [16].
Ryc. 2. Wyniki testu CAMP stosowanego w identyfikacji S. agalactiae
Test na podłożu z 10% dodatkiem odwłóknionej krwi ludzkiej (1), owczej (2) oraz końskiej (3) z zastosowaniem szczepu S. aureus (A) oraz szczepu 
S. agalactiae (a), który posiewano prostopadle do posiewu S. aureus w różnych odległościach (a’, a’’, a’’’). Inkubację prowadzono w temperaturze 37°C 
przez 24 godziny w warunkach tlenowych [16].
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4. Modyfikacje testu CAMP
Zmodyfikowane testy CAMP charakteryzują się 
większą czułością, swoistością oraz krótszym czasem 
wykonania. Należą do nich test hamowania reakcji 
CAMP, stosowany do identyfikacji A. haemolyticum, 
odwrócony test CAMP do identyfikacji C. perfringens, 
SPOT CAMP do wykrywania między innymi: S. agalac­
tiae i L. monocytogenes, a także test CAMP oraz CAMP-
-disk znajdujące zastosowanie w różnicowaniu gatun-
ków L. monocytogenes i L. ivanovii oraz w wykrywaniu 
S. agalactiae [7, 8, 19, 22, 44,53].
Test hamowania reakcji CAMP
Test hamowania reakcji CAMP jest jednym z eta-
pów diagnostyki A. haemolyticum. Reakcja ta polega 
na zahamowaniu aktywności β-hemolizyny S. aureus 
przez fosfolipazę D wytwarzaną przez A. haemolyticum. 
Procedura przeprowadzenia testu jest zbliżona do pod-
stawowego testu CAMP, przy czym równolegle wzglę-
dem posiewu S. aureus (ATCC 25923) wykonuje się 
posiew badanego gatunku bakterii (A. haemolyticium) 
na podłożu agarowym z 5% dodatkiem odwłóknionej 
krwi owczej. Po 48 godzinach inkubacji obserwuje się 
charakterystyczne blokowanie hemolizy S. aureus [22].
Odwrócony test CAMP
Odwrócony test CAMP służy do wstępnej identyfika-
cji grupy laseczek zgorzeli gazowej C. perfringens wytwa-
rzających fosfolipazę C, której aktywności przypisano to 
zjawisko. Reakcja ta polega na pojawieniu się synergi-
stycznej hemolizy między szczepem badanym (C. per­
fringens) wytwarzającym toksynę α, a β-hemolizującym 
szczepem testowym S. agalactiae [19]. Procedura wyko-
nania testu polega na pionowym posiewie S. agalactiae 
na podłożu agarowym z 5% dodatkiem odwłóknionej 
krwi owczej oraz prostopadłym posiewie szczepu bada-
nego. Następnie płytkę inkubuje się w warunkach bez-
tlenowych w temperaturze 37°C przez 24–48 godzin. 
Pozytywny wynik odwróconego testu CAMP jest 
widoczny w postaci charakterystycznych „sierpów” skie-
rowanych w kierunku S. agalactiae [7, 17]. W badaniach 
własnych wykazano, że źródło krwinek zastosowanych 
w podłożu agarowym wpływa na wynik odwróconego 
testu CAMP. Za najodpowiedniejsze podłoże do wyko-
nania odwróconego testu CAMP uznano pożywkę aga-
rową z 5% dodatkiem odwłóknionej krwi owczej, na 
której zaobserwowano intensywną reakcję synergistycz-
nej hemolizy. Natomiast na podłożu z 5% dodatkiem 
odwłóknionej krwi końskiej i ludzkiej synergistyczna 
hemoliza nie występowała (Ryc. 4) [16].
Ponadto wykazano, że wystąpienie i intensywność 
reakcji hemolizy synergistycznej są zależne od cech 
fenotypowych zastosowanych szczepów. Zarówno 
szczepy S. agalactiae oraz C. perfringens prowadziły do 
uzyskania najintensywniejszej reakcji. Powyższe bada-
nia potwierdzają, że do identyfikacji C. perfringens 
należy wykorzystywać owcze krwinki czerwone, ze 
względu na wysoką zawartość sfingomieliny, a erytro-
cyty końskie i ludzkie nie stanowią dobrej alternatywy 
i nie powinny być stosowane w tym teście. Optymalna 
odległość pomiędzy posiewami C. perfringens i S. aga­
lactiae, przy której obserwowano charakterystyczne 
„sierpy” wynosiła 1–2 mm (Ryc. 4) [16].
Punktowy (SPOT) test CAMP
Punktowy test CAMP umożliwia szybszą iden-
tyfikację drobnoustrojów, które wytwarzają czynnik 
CAMP, między innymi: L. monocytogenes i S. agalactiae. 
Toksyna α produkowana przez C. perfringens posiada 
podobną aktywność do β-hemolizyny S. aureus co 
pozwala na wymienne stosowanie tych toksyn w teście 
[17]. Procedura testu polega na umieszczeniu niewiel-
kiej ilości α-toksyny lub β-hemolizyny w pobliżu iden-
tyfikowanej kolonii i 30 min. inkubacji w warunkach 
tlenowych w temperaturze 37°C. Wyraźna strefa (łuk 
bądź okrąg) zwiększonej hemolizy świadczy o dodat-
nim wyniku [8, 23, 34, 55].
Test CAMP do różnicowania Listeria sp.
W różnicowaniu gatunków Listeria sp. wykorzystuje 
się modyfikację testu CAMP, która polega na użyciu 
dwóch szczepów testowych: S. aureus i R. equi oraz 
wzorcowych szczepów hemolitycznych: L. monocytoge­
nes, L. ivanovii, L. seeligeri i niehemolitycznej pałeczki 
L. innocua [44]. Procedura wykonania testu polega na 
liniowym, równoległym posiewie S. aureus i  R. equi, 
który wykonuje się na skrajnych brzegach podłoża aga-
rowego z 5% dodatkiem odwłóknionej krwi. Następ-
nie między posiewami S. aureus i R. equi prostopadle 
dosiewa się szczepy badane. Po 24–48 godzinnej inku-
bacji w temperaturze 37°C obserwuje się charakte-
rystyczne strefy synergistycznej hemolizy. Pałeczka 
L. monocytogenes wykazuje wzmocnienie reakcji 
hemolitycznej od strony posiewu S. aureus, a jej brak od 
strony posiewu R. equi. Podobne zjawisko ma miejsce 
w przypadku L. seeligeri, ale strefa hemolizy nie jest aż 
tak silna, a L. ivanovii przejawia reakcję synergistycz-
nej hemolizy z R. equi [14]. Szczep niehemolityczny 
–  L. innocua, nie wykazuje hemolizy synergistycznej 
z żadnym z gatunków (Ryc. 5–1). Synergistyczną reak-
cję hemolizy L. monocytogenes i R. equi odnotowano na 
podłożu z 5% dodatkiem odwłóknionej krwi króliczej 
[30]. Badacze obserwowali zróżnicowanie w zakresie 
występowania reakcji hemolitycznych pomiędzy szcze-
pami zjadliwymi i niezjadliwymi. Wykazali, że awiru-
lentne szczepy L. monocytogenes hemolizują krwinki 
świni, człowieka, królika oraz kurczaka, a nie dają reak-
cji pozytywnej przy zastosowaniu podłóż z dodatkiem 
erytrocytów owczych lub końskich. Ponadto ta sama 
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grupa badaczy wykazała, że nasilenie hemolizy krwinek 
ludzkich, świńskich i owczych występuje dla szczepów 
wirulentnych L. monocytogenes [36].
W badaniach własnych z zastosowaniem szczepów 
Listeria sp. potwierdzono, że rodzaj użytych erytro-
cytów wpływa na reakcję synergistycznej hemolizy 
między L. monocytogenes a S. aureus i R. equi. Hemo-
lizę synergistyczną obserwowano zarówno na podłożu 
z dodatkiem krwi ludzkiej jak i owczej, jednak najin-
tensywniejszą reakcję hemolityczną odnotowano na 
podłożu z dodatkiem ludzkich krwinek (Ryc. 5) [16]. 
Uwzględniając powyższe wyniki, można sugerować, 
że użycie podłoża z dodatkiem krwinek ludzkich oraz 
owczych zwiększa szanse wykrycia synergistycznej 
hemolizy gatunków Listeria, a dodatek krwi końskiej 
nie powinien być stosowany w tym teście [16, 30].
Pozytywny wynik testu CAMP z R. equi nie jest 
swoisty dla gatunku L. ivanovii, ponieważ L. mono­
cytogenes również wykazuje synergistyczną hemolizę 
R. equi, przez co pojawiają się trudności w odróżnieniu 
tych bakterii za pomocą testu CAMP. Na rynku istnieją 
alternatywne metody (krążki nasączone β-hemolizyną 
S. aureus i R. equi), które umożliwiają wykrywanie 
hemolizy synergistycznej powyższych drobnoustro-
jów [50]. Wzmocniona reakcja hemolityczna w pobliżu 
krążka (strefa halo) świadczy o pozytywnym wyniku 
testu. Przy czym szczepy: L. monocytogenes, L. ivanovii 
oraz L. seeligeri wykazują dodatnią reakcję w pobliżu 
krążka, natomiast w przypadku L. ivanovii można 
zaobserwować intensywną hemolizę z dala od krążka 
co odróżnia ten gatunek od L. monocytogenes [2, 50].
Krążkowy test CAMP
Jedną z modyfikacji testu CAMP, która umożliwia 
identyfikację paciorkowców grupy  B jest krążkowy 
test CAMP. Posiew szczepu testowego S. aureus został 
tutaj zastąpiony papierowym krążkiem nasączonym 
β-hemolizyną gronkowcową, w wyniku czego nie ma 
konieczności prowadzenia hodowli S. aureus. Do wyko-
nania tego testu wykorzystuje się podłoże sojowo-tryp-
tozowe z 5% dodatkiem odwłóknionej krwi owczej, 
na które nanosi się krążek nasączony β-hemolizyną, 
a następnie w niewielkiej odległości od niego posiewa 
się szczepy badane (S. agalactiae) i  po 24  godzinach 
inkubacji w temperaturze 35°C w  warunkach tleno-
wych interpretuje się wyniki. O  pozytywnej reakcji 
Ryc. 4. Odwrócony test CAMP
Schemat wykonania (1) oraz wyniki (2–5) uzyskane w odwróconym teście CAMP dla szczepów S. agalactiae (A, B) oraz C. perfringens (a, b) wysiewa-
nych w różnych odległościach (a’, b’ = 1–2 mm, a’’ b’’ = 3–4 mm, a’’’, b’’’ = 5 mm), na podłoża agarowe z 5% dodatkiem krwi owczej ( 2, 3), końskiej (4) 
oraz ludzkiej (5). Inkubację prowadzono w temperaturze 37°C przez 24 godziny w warunkach beztlenowych. Wynik dodatni w kształcie sierpu (szara 
strzałka), wynik ujemny (biała strzałka) [16].
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świadczy pojawienie się charakterystycznego półksię-
życa w pobliżu krążka CAMP. Papierowe krążki, po 
odpowiednim zaimpregnowaniu β-hemolizyną i wysu-
szeniu, zachowują swoją aktywność przez 3 lata [53].
5. Podsumowanie
Zjawisko synergistycznej hemolizy (test CAMP) 
pomiędzy szczepami S. aureus i S. agalactiae po raz 
pierwszy zaobserwowali i opisali R. Christe, N.E. Atkins 
oraz E. Munch-Petersen w 1944 roku [9]. Do dziś ta 
metoda wykorzystywana jest do wstępnej identyfikacji 
hemolizujących bakterii (L. monocytogenes, C. perfrin­
gens, S. agalactiae, B. henselae, R. equi oraz A. haemo­ 
lyticum). Zasada działania tego testu polega na nasi-
leniu hemolizy wywoływanej przez słabo hemolizu- 
jący patogen (wysiany prostopadle do szczepu testo-
wego) przy obecności bakterii lub toksyn S. aureus lub 
R. equi [20, 27, 30].
W teście CAMP podstawowymi białkami, które 
przyczyniają się do powstania synergistycznej hemo-
lizy są czynnik CAMP (S. agalactiae), fosfolipaza  C 
Ryc. 5. Test CAMP do różnicowania gatunków z rodzaju Listeria
Różnicowanie gatunków Listeria sp. (1). Wyniki uzyskane dla gatunków L. monocytogenes (a), L. ivanovii (b), L. innocua (c), wysiewanych w różnych 
odległościach: a’, b’, c’ = 1–2 mm, a’’, b’’, c’’ = 5–7 mm od posiewów R. equi (A) i S. aureus (B) na podłoża agarowe z 5% dodatkiem krwi ludzkiej (2), 
owczej (3) oraz końskiej (4). Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C przez 24 godziny w warunkach tlenowych [16].
(L. monocytogenes, C. perfringens) oraz sfingomieli-
naza (S. aureus) [41]. Czynnik CAMP w odpowiednich 
stężeniach doprowadza do lizy erytrocytów, jednak 
reakcja zachodzi szybciej i intensywniej po wstępnym 
potraktowaniu erytrocytów sfingomielinazą. Enzym 
produkowany przez S. aureus hydrolizuje sfingomielinę 
do ceramidu, dzięki czemu krwinki czerwone w więk-
szym stopniu stają się podatne na działanie tego czyn-
nika CAMP [25].
Na intensywność wyniku testu CAMP wpływa 
wiele czynników takich jak: rodzaj zastosowanych 
erytrocytów, temperatura i czas inkubacji, zachowana 
odległość między posiewami oraz rodzaj użytych 
szczepów testowych i badanych. Za podłoże najlepiej 
uwidaczniające reakcje CAMP uznaje się pożywkę 
z 5% dodatkiem odwłóknionej krwi owczej. Erytrocyty 
owcze zawierają do 51% sfingomieliny, od której zależy 
intensywność testu CAMP. Czynnik CAMP wytwa-
rzany przez okreś lone drobnoustroje ulega ekspresji 
w zależności od zastosowanych krwinek czerwonych. 
Według dostępnej literatury najodpowiedniejszym 
podłożem pozwalającym na wykrycie aktywności 
CAMP S. agalactiae przy obecności S. aureus jest krew 
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owcza bądź bydlęca, a erytrocyty końskie, ludzkie oraz 
królicze nie uwidaczniają tej reakcji [20]. W identy-
fikacji czynnika CAMP L. monocytogenes zaleca się 
natomiast użycie owczych, końskich, ludzkich, świń-
skich oraz szczurzych krwinek czerwonych [16, 30]. 
Wykazano również, że najodpowiedniejszym podło-
żem do przeprowadzenia odwróconego testu CAMP 
jest pożywka agarowa z 5% dodatkiem odwłóknionej 
krwi owczej, a zastosowanie erytrocytów końskich lub 
ludzkich nie pozwalało na uwidocznienie synergistycz-
nej reakcji hemolizy [16]. W oparciu o własne obser-
wacje oraz wyniki badań należy sugerować, że rodzaj 
użytych erytrocytów oraz szczep drobnoustroju wpływa 
na wystąpienie i intensywność reakcji CAMP. 
Ponadto w badaniach własnych wykazano, że po- 
żywka zawierająca 10% dodatek odwłóknionej krwi 
ludzkiej stanowi najodpowiedniejsze podłoże do testu 
CAMP w kierunku identyfikacji S. agalactiae oraz, że 
taka reakcja nie występowała na podłożu z 5% dodat-
kiem krwi ludzkiej, owczej i końskiej. Wykazano rów-
nież, że najodpowiedniejszym podłożem do przepro-
wadzenia odwróconego testu CAMP jest pożywka 
agarowa z 5% dodatkiem odwłóknionej krwi owczej, 
a zastosowanie erytrocytów końskich lub ludzkich nie 
pozwalało na uwidocznienie synergistycznej reakcji 
hemolizy. Z kolei na podłożu agarowym z 5% dodat-
kiem odwłóknionej krwi ludzkiej najintensywniej 
zachodziły reakcje synergistycznej hemolizy między 
szczepami wzorcowymi (S. aureus i R. equi) a badanymi 
gatunkami Listeria sp. Uzyskane wyniki sugerują, że 
przy każdej odmianie testu CAMP należy zastosować 
podłoże z odpowiednio dobranym rodzajem i zawar-
tością krwinek czerwonych (Tab.  III). Wykazano, że 
4 godzinna inkubacja jest niewystarczająca do ujawnie-
nia się synergistycznej reakcji hemolitycznej, z wyjąt-
kiem szczepu badanego S. agalactiae (d) w klasycznym 
teście CAMP. W pozostałych przypadkach optymalnym 
czasem hodowli było 18–24 godzin oraz odległość mię-
dzy posiewami wynosząca 1–4 mm [16].
Przeprowadzając wstępną identyfikacje drobno-
ustrojów z zastosowaniem testu CAMP, należy wyko-
rzystywać różne typy erytrocytów, ponieważ szczepy 
bakteryjne oddziałują z różną intensywnością w zależ-
ności od użytego podłoża. W identyfikacji czynnika 
etiologicznego ważne jest przeprowadzenie dodatko-
wych testów diagnostycznych, ze względu na niewy-
starczającą czułość testu CAMP i możliwość uzyskania 
wyników fałszywie ujemnych, zależnych od czynników 
fenotypowych i warunków przeprowadzanego testu.
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